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 RESUMO 
 
Gliomas são tumores bastante agressivos e altamente glicolíticos. No 
presente estudo avaliamos a função respiratória mitocondrial de células de glioma 
humano (T98G e U-87MG) e de tecido humano de glioblastoma multiforme (GBM). 
Para isso foram realizadas medidas da taxa de consumo de oxigênio (TCO) em 
diferentes condições experimentais. Verificou-se que a TCO de células T98G e U- 
87MG está acoplada à fosforilação do ADP, uma vez que a quantidade de ATP 
produzida por oxigênio consumido (razão ADP/O) foi de ~2.5. A respiração basal de 
GBM também se mostrou parcialmente associada à fosforilação oxidativa do ADP. 
Além disso, a presença de um inibidor do poro de transição de permeabilidade 
mitocondrial não afetou a TCO de células de glioma intactas, indicando integridade 
da membrana mitocondrial. A respiração basal de células intactas (T98G e U-87MG) 
não se mostrou limitada pela disponibilidade de substratos endógenos, uma vez que 
a TCO basal foi estimulada pelo protonóforo FCCP. Essas células também 
apresentaram alta afinidade pelo oxigênio, conforme evidenciado pelos valores da 
pressão parcial de oxigênio na qual a respiração é metade da máxima (p50). Em 
células de glioma permeabilizadas, a TCO estimulada por ADP foi aproximadamente 
50% daquela obtida com a adição de FCCP, revelando uma limitação significativa da 
fosforilação oxidativa (OXPHOS) em relação à atividade do sistema de transporte de 
elétrons (ETS). Essa característica se manteve mesmo quando as células foram 
cultivadas sob baixa concentração de glicose. Análises de coeficiente de controle de 
fluxo demonstraram que a limitação da OXPHOS pode estar associada a função da 
ATP sintase e do translocador de nucleotídeos de adenina, mas não a do 
transportador de fosfato. A inibição da OXPHOS em células em cultura promoveu 
um aumento da toxicidade do quimioterápico temozolomida na linhagem mais 
resistente (T98G) ao tratamento com esta droga. Em conjunto, os dados obtidos 
indicam que a disponibilidade e metabolismo de substratos respiratórios bem como o 
sistema de transporte de elétrons em células de glioma T98G e U-87MG encontram- 
se preservados, apesar dessas células possuírem uma limitação relativa da 
capacidade da OXPHOS. 
Palavras chave: Neoplasias. Efeito Warburg. Glioma. Mitocôndrias. 
 ABSTRACT 
Gliomas are aggressive and highly glycolytic tumors. In the present study, we 
evaluated the mitochondrial respiratory function of glioma cells (T98G and U-87MG) 
and fresh human glioblastoma (GBM) tissue. To this end, measurements of oxygen 
consumption rate (OCR) were performed under various experimental conditions. The 
OCR of T98G and U-87MG cells was well coupled to ADP phosphorylation based on 
the ratio of ATP produced per oxygen consumed (ADP/O ratio of ~2.5). In 
agreement, the basal OCR of GBM tissue was also partially associated with ADP 
phosphorylation. The presence of an inhibitor of the mitochondrial permeability 
transition pore did not affect OCR of intact glioma cells, indicating mitochondrial 
membrane integrity. The basal respiration of intact T98G and U-87MG cells was not 
limited by the supply of endogenous substrates, as indicated by the increased OCR 
in response to the protonophore FCCP. These cells also displayed a high affinity for 
oxygen, as evidenced by the values of the partial pressure of oxygen when 
respiration is half maximal (p50). In permeabilized glioma cells, ADP-stimulated OCR 
was only approximately 50% of that obtained in the presence of FCCP, revealing a 
significant limitation in oxidative phosphorylation (OXPHOS) relative to the activity of 
the electron transport system (ETS). This characteristic was maintained when the 
cells were grown under low glucose conditions. Flux control coefficient analyses 
demonstrated that the impaired OXPHOS was associated with the function of both 
mitochondrial ATP synthase and the adenine nucleotide translocator, but not the 
phosphate carrier. The OXPHOS inhibition in cultured cells resulted in an increased 
temozolomide toxicity in the cells more resistant (T98G) to this drug. Altogether, 
these data indicate that the availability and metabolism of respiratory substrates and 
mitochondrial ETS are preserved in T98G and U-87MG glioma cells even though 
these cells possess a relatively restrained OXPHOS capability. 
Key words: Neoplasms. Warburg effect. Glioma. Mitochondria. 
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1 - INTRODUÇÃO 
As mitocôndrias são de suma importância para a manutenção da 
homeostase celular, visto que estas organelas têm participação em diversos 
processos tais como na regeneração de ATP, no controle das concentrações 
intracelulares do íon cálcio, na morte celular, dentre outras funções. Alterações em 
funções mitocondriais fazem parte da fisiopatologia de diversas doenças, dentre elas 
do câncer. O câncer caracteriza-se por crescimento celular descontrolado com perda 
da função celular e alterações genético-metabólicas diversas que podem ser tecido- 
específicas ou não, representando um grande desafio para a medicina moderna. 
Tumores como os glioblastomas multiformes (GBMs) são um exemplo desse 
desafio, visto a pouca eficácia da terapêutica disponível e sua alta incidência na 
população. 
Ao longo dessa Introdução serão abordados temas relativos às 
características dos GBMs, dos modelos de estudo dessa neoplasia maligna, do 
metabolismo energético celular e da bioenergética desse tipo tumoral. 
 
 
1.1- Glioblastoma Multiforme 
 
Gliomas são neoplasias malignas originárias a partir de células do tecido 
nervoso conhecidas como neuroglia, ou simplesmente células da glia, cuja função  
no parênquima cerebral normal é a de sustentar, defender e fornecer nutrientes para 
a unidade anatomo-funcional do sistema nervoso, os neurônios (1,2). 
Vários tipos celulares compõem a neuroglia - os astrócitos, 
oligodendrócitos, microgliócitos e células ependimárias; cada um desses tipos 
celulares desempenha uma função diferente no sistema nervoso central, como por 
exemplo, sustentação e isolamento dos neurônios, armazenamento de glicogênio, 
regulação dos níveis de potássio extraneuronal, formação da bainha de mielina dos 
axônios, fagocitose de detritos celulares e micro-organismos, dentre outras (1,2). 
De acordo com o tipo celular de origem, os gliomas são classificados em 
astrocitomas, oligondendrogliomas e ependimomas. Os astrocitomas são 
histologicamente classificados de acordo com a Organização Mundial de Saúde 
(OMS) em grau I, II, III ou IV, levando-se em conta os seguintes achados 
histológicos: atipias nucleares, mitoses, proliferação microvascular e necrose; os 
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astrocitomas de graus de I a IV são conhecidos também como astrocitoma pilocítico, 
astrocitoma difuso, astrocitoma anaplásico e glioblastoma multiforme (GBM), 
respectivamente. Os GBMs são os tumores gliais mais agressivos e de grande 
capacidade infiltrativa, podem ser primários ou secundários e correspondem a 15% 
de todas as neoplasias intra-cranianas (3). 
Os GBMs tidos como primários, os mais frequentes, apresentam rápida 
evolução e acometem principalmente idosos, enquanto que os secundários 
acometem indivíduos mais jovens e progridem de forma lenta a partir de 
astrocitomas difusos (aquele de grau II). A divisão em primário ou secundário é 
realizada a partir da apresentação clínica, principalmente no que diz respeito à 
evolução dos sintomas, sendo que a sobrevida média para ambos os tipos de GBM 
é de menos de um ano (4,5). Diversas alterações genéticas são encontradas em 
GBMs, algumas das quais têm relação direta com a progressão da doença e 
consequentemente com prognóstico do paciente. O perfil das principais alterações 
genéticas encontradas em GBMs primários e secundários não é o mesmo e varia 
conforme ilustrado na Figura 1. 
As alterações genéticas mais frequentemente encontradas em GBMs 
afetam principalmente as vias de controle e ativação do ciclo celular, apoptose e da 
glicólise. Dentre as alterações que envolvem ciclo celular e apoptose podemos citar 
alterações de expressão e/ou mutações no receptor do fator de crescimento 
epidérmico (EGFR), nas quinases dependentes de ciclinas (CDKs) e seus inibidores 
(e.g. a proteína p16), além de mutações nos genes da proteína supressora tumoral 
p53 (TP53) e do PTEN (do inglês, phosphatase and tensin homolog) (6–8). Em 
relação a via glicolítica, são frequentes as alterações envolvendo aumento da 
expressão nas isoformas 2 das proteínas piruvato quinase (PKM2) e hexoquinase 
(HKII), além da isoforma A da lactato desidrogenase (LDH-A) (9–11). 
O tratamento padrão para o GBM envolve radioterapia, quimioterapia e 
remoção cirúrgica do tumor. Um dos principais quimioterápicos preconizados para o 
tratamento desse tipo de neoplasia é a temozolomida (TMZ), composto de alta 
biodisponibilidade, capaz de atravessar a barreira hemato-encefálica devido a sua 
natureza lipofílica (12,13). A temozolomida é convertida em seu metabólito ativo, o 5- 
(3-metiltriazeno-1-il)imidazol-4-carboxamida (o MTIC), após hidrólise espontânea no 
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plasma sanguíneo. O MTIC possui atividade citotóxica devido a sua capacidade de 
alquilar o DNA nas posições O(6) e N(7) da guanina (13). 
 
 
 
 
 
Figura 1. Características genéticas dos GBMs. Alterações genéticas em GBMs são 
heterogêneas e diferem entre GBM primário e secundário, alterações na via do PI3K/PTEN 
no entanto são comuns a ambos os GBMs. As principais proteínas afetadas pelas  
alterações genéticas são apresentadas nas laterais das setas azuis. Fonte: Adaptado de 
Sathornsumetee e Rich, 2008 (8). 
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1.2- Linhagens Celulares T98G e U-87MG 
As linhagens celulares utilizadas na realização deste estudo foram 
originárias de GBMs, que como abordado anteriormente são o tipo mais agressivo 
dentre os gliomas e cuja conduta, no que diz respeito a tratamento, ainda é bastante 
ineficaz, resultando num prognóstico ruim. 
Existem várias linhagens celulares imortalizadas que funcionam como 
modelo para o estudo de GBM (Glioma Tumor Cell Panel ATCC® TCP­1018™). As 
células T98G e U-87MG foram as duas linhagens utilizadas para se estudar à 
bioenergética dos GBMs e embora ambas sejam linhagens celulares obtidas do 
mesmo tipo tumoral, apresentam diferenças entre si em aspectos genéticos e 
morfológicos. Estas linhagens foram obtidas da ATCC (American Type Culture 
Collection). 
Morfologicamente a linhagem T98G se assemelha a um fibroblasto, 
apresenta mutação no gene p53 e tem cariótipo polipentaploide com números 
cromossômicos que variam de 128 a 132, enquanto que a linhagem U-87MG se 
assemelha a uma célula epitelial, tem prolongamentos citoplásticos característicos, 
possui mutações genéticas nos genes CDKN2A, CDKN2C, PTEN e cariótipo 
hipopentaploide e ao contrário da célula T98G essa linhagem tem capacidade 
tumorigênica.1 
Metabolicamente essas células apresentam uma característica comum 
não só aos GBMs como a diversos outros tipos de tumores: a oxidação parcial da 
glicose com desvio do piruvato à lactato mesmo na presença de oxigênio - fenômeno 
este conhecido como Efeito Warburg (14,15). Para discutirmos sobre essa 
característica dos GBMs, antes é preciso uma breve contextualização sobre 
metabolismo celular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1T98G:http://www.atcc.org/products/all/CRL-1690.aspx#85786B46AA23451B94BC5D45200673F7 
U-87MG: http://www.atcc.org/Products/All/HTB-4.aspx#85786B46AA23451B94BC5D45200673F7 
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1.3- Metabolismo Celular de Tecidos Diferenciados 
 
As células de tecidos diferenciados são capazes de obter energia sob a 
forma de adenosina trifosfato (ATP) através da oxidação de diferentes substratos: 
carboidratos, ácidos graxos e proteínas. Vários processos e uma série de reações 
bioquímicas são necessários para que isso ocorra. Algumas organelas apresentam 
papel crucial na regeneração de ATP, a mitocôndria é a organela responsável pela 
maioria dessas reações e é o local no qual a regeneração de ATP é a maior por mol 
de substrato oxidado. Considerando a glicose como substrato a ser oxidado, a 
maioria das células normais se utilizará dos seguintes processos: glicólise, ciclo do 
ácido cítrico, sistema de transporte de elétrons (ETS) e fosforilação oxidativa. 
A glicólise, oxidação da glicose a duas moléculas de piruvato, desenvolve- 
se em duas etapas, uma na qual há um investimento de energia (gasto de ATP) e 
outra na qual existe um rendimento de energia, ou seja, de ATP, ambas as etapas 
ocorrem no citosol. Ao final da glicólise existe ganho positivo de duas moléculas de 
piruvato, duas moléculas da coenzima reduzida NADH (nicotinamida adenina 
dinucleotídeo) e de duas moléculas de ATP. Na presença de oxigênio molecular, em 
condições aeróbias, o piruvato produzido será convertido à acetil-CoA para participar 
do ciclo do ácido cítrico e em condições anaeróbias esse piruvato será convertido a 
lactato (16). 
O ciclo do ácido cítrico ocorre na matriz mitocondrial e tem início com a 
reação de acetil-CoA e oxaloacetato, originando citrato. Após uma série de reações, 
o citrato é convertido a oxaloacetato e duas moléculas de CO2. Os grupos acetil 
podem ser oriundos da glicólise, através da oxidação de piruvato à acetil-CoA, pelo 
complexo da piruvato desidrogenase, da degradação de ácidos graxos através da 
beta-oxidação ou ainda da degradação de aminoácidos. Ao longo do ciclo do ácido 
cítrico são geradas duas moléculas de guanosina trifosfato (GTP) além das 
coenzimas reduzidas NADH e FADH2 (17,18). 
No sistema de transporte de elétrons, as coenzimas reduzidas originadas 
a partir do ciclo do ácido cítrico são reoxidadas, sendo o oxigênio o aceptor final dos 
elétrons. Os elétrons são transportados através dos complexos I, II, III e IV. O 
complexo I oxida o NADH e transfere seus elétrons para a coenzima Q (que também 
recebe os elétrons derivados da oxidação do succinato pelo complexo II), da 
coenzima Q os elétrons são transferidos para o complexo III e deste para o 
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citocromo c e subsequentemente à citocromo c oxidase (complexo IV), de onde são 
finalmente transferidos para o oxigênio molecular com a geração de H2O (19). 
Acoplado ao transporte mitocondrial de elétrons ocorre também o 
transporte de prótons, no qual prótons passam da matriz mitocondrial para o espaço 
intermembranas através dos complexos I, III e IV gerando assim um gradiente 
eletroquímico cuja energia armazenada - força próton motriz - direciona a síntese de 
ATP através da enzima ATP sintase também conhecida como complexo V (16,18). 
Acredita-se que para cada NADH oxidado dez prótons sejam 
transportados da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas, dos quais 
quatro seriam transportados pelo complexo I, quatro pelo complexo III e dois pelo 
complexo IV. Através da ATP sintase esses prótons retornam do espaço 
intermembranas para a matriz mitocondrial, contribuindo assim com a formação de 
ATP via OXPHOS. A quantidade gerada de ATP por essa via é bastante grande  
(~36 mol ATP/mol glicose), sendo que em células diferenciadas a maior parte do 
ATP necessário à manutenção celular é proveniente desta via (19). 
Tecidos diferenciados em situação de normóxia (níveis normais de 
oxigênio molecular) têm a maior parte do piruvato sendo utilizado para a geração de 
ATP via OXPHOS. 
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1.4- Bioenergética Tumoral e o Efeito Warburg 
 
Como já mencionado, em condições aeróbicas a maior parte da energia 
necessária à célula é gerada através da respiração celular, processo realizado pelas 
mitocôndrias e que compreende o ciclo do ácido cítrico, o sistema de transporte de 
elétrons e a OXPHOS. 
No entanto, em alguns tipos de tumores, como é o caso dos GBMs é 
frequente a observação de que mesmo na presença de oxigênio molecular, a 
geração de ATP depende quase que exclusivamente da glicólise, com desvio do 
piruvato à lactato, conforme ilustrado na Figura 2. Esse fenômeno foi observado há 
nove décadas (20–22) e foi caracterizado em vários aspectos pelo pesquisador Otto 
Warburg sendo por isso conhecido como efeito Warburg (23,24). Além de glicose 
esses tumores também apresentam alto consumo de glutamina, aminoácido 
importante tanto como doador de carbono para as vias de síntese como para 
manutenção dos níveis dos intermediários do ciclo do ácido cítrico (anaplerose) (25). 
Desta forma, a oxidação parcial da glicose aliada ao aumento da 
utilização de glutamina, seria capaz de suprir as necessidades energéticas, 
estruturais e replicativas das células tumorais fornecendo além do ATP, outras 
moléculas necessárias ao aumento rápido de biomassa como NADPH, acetil-CoA, 
intermediários da glicólise e do ciclo do ácido cítrico entre outras (26,27). Além do 
mais, diversos aspectos genéticos e de controle da via glicolítica encontram-se 
alterados, tornando este processo predominante em células tumorais (28). 
São muitos os fatores que podem contribuir para que células tumorais 
apresentem metabolismo predominantemente glicolítico mesmo na presença de 
oxigênio molecular (efeito Warburg) (24). Dentre as alterações celulares que podem 
favorecer o metabolismo glicolítico temos danos à função mitocondrial (29), 
ocorrência da transição de permeabilidade mitocondrial (MPT) (30), restrição da 
disponibilidade de substratos (25), entre outras principalmente aquelas relacionadas 
ao controle da via glicolítica (9,10,31). 
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Figura 2. Metabolismo Celular: Tecidos diferenciados vs. tecidos tumorais. Na 
presença de oxigênio molecular (O2), tecidos diferenciados regeneram ATP majoritariamente 
através da OXPHOS enquanto que nessa mesma situação tecidos tumorais e/ou em rápida 
proliferação utilizam preferencialmente a glicólise. Fonte: Adaptado de Vander Heiden, 2009 
(26). 
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1.5- Estudo da Função Mitocondrial em Células 
 
No intuito de verificar os parâmetros bioenergéticos que poderiam 
contribuir para a preferência da utilização da glicólise e não da OXPHOS, como fonte 
prioritária para a regeneração de ATP nas células de glioma humano, o presente 
estudo buscou caracterizar de forma minuciosa a função respiratória mitocondrial 
das linhagens celulares T98G e U-87MG bem como de material humano de GBM. 
Para isso, análises envolvendo a determinação do consumo de oxigênio foram 
realizadas. 
A verificação do consumo de oxigênio é uma medida comumente utilizada 
para avaliar a função respiratória de diferentes tipos de amostras tais como 
mitocôndrias isoladas, células intactas, permeabilizadas e até mesmo fragmentos de 
tecidos; dentre os métodos disponíveis um dos mais sensíveis é a determinação do 
consumo de oxigênio utilizando oxígrafos com eletrodos sensíveis ao oxigênio (e.g. 
oxígrafo OROBOROS) (32,33). Através desse método se obtêm informações 
relacionadas a diversos aspectos da função mitocondrial, como por exemplo, 
utilização de substratos, acoplamento entre o consumo de oxigênio e a síntese de 
ATP, parâmetros envolvendo cinética enzimática, entre muitos outros (34,35). 
A função mitocondrial pode ser desafiada utilizando-se uma série de 
compostos químicos capazes de alterar a atividade mitocondrial, estimulando-a ou 
inibindo-a. Alguns desses compostos têm sua utilização já bastante consolidada 
como é o caso do ADP que estimula a OXPHOS; dos desacopladores mitocondriais 
(substâncias capazes de fazer o retorno dos prótons do espaço intermembranas 
para a matriz mitocondrial, dissipando o potencial de membrana e proporcionando 
um aumento da atividade do ETS); da oligomicina (inibidor especifico da ATP 
sintase, que acarreta em inibição da OXPHOS) e da antimicina A (inibidor do 
complexo III do ETS, que fornece dados sobre o consumo de oxigênio não 
mitocondrial), entre outros (19). 
Em células intactas é possível obter informações relativas ao consumo de 
oxigênio basal, à participação da OXPHOS (porção sensível a oligomicina do 
consumo basal), à respiração máxima (obtida com a adição de desacopladores) e ao 
consumo de oxigênio não-mitocondrial (pós-adição de antimicina A). A partir desses 
dados é possível também verificar a reserva da capacidade respiratória (do inglês, 
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spare respiratory capacity – SRC), através da subtração da respiração basal da 
respiração máxima (36). 
Parâmetros envolvendo a cinética da utilização de oxigênio também podem 
ser determinados através da mensuração do consumo de oxigênio em células 
intactas (37). No entanto, existem algumas limitações da utilização de células 
intactas envolvendo a complexidade celular e a dificuldade da utilização de alguns 
compostos que devido a permeabilidade seletiva da membrana plasmática não 
conseguem atingir a mitocôndria. 
Em virtude disso, a utilização de células permeabilizadas é útil na 
determinação de parâmetros comumente obtidos em mitocôndrias isoladas, como 
por exemplo, controle respiratório - razão entre o estado respiratório estimulado por 
ADP (estado 3) e o estado na presença de oligomicina (estado 4); acoplamento 
entre síntese de ATP e consumo de oxigênio (ADP/O), atividade máxima estimulada 
da OXPHOS (adição de ADP), atividade máxima do ETS (adição de FCCP), entre 
outros. A principal desvantagem da utilização de células permeabilizadas é o 
possível dano à membrana externa mitocondrial e a liberação de citocromo c 
(34,38), devido ao uso de detergentes como, por exemplo, digitonina. De modo que 
a utilização tanto de células intactas quanto permeabilizadas permite explorar de 
forma mais ampla a atividade mitocondrial. 
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2- OBJETIVOS 
 
• Avaliar o perfil glicolítico das células de glioma humano T98G e U-87MG e a 
participação relativa da fosforilação oxidativa na regeneração de ATP.
 
• Avaliar a função respiratória de mitocôndrias das células T98G e U-87MG em 
diferentes situações e/ou estímulos, correlacionando os resultados com a 
propriedade destas células de apresentarem metabolismo predominantemente 
glicolítico, mesmo na presença de oxigênio molecular.
 
• Verificar se células oriundas de amostras de material humano (GBM) possuem as 
mesmas características bioenergéticas que as linhagens celulares T98G e U- 
87MG.
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3- METODOLOGIA 
 
3.1- Manutenção das Células T98G e U-87MG 
 
Todos os procedimentos envolvidos na manutenção das linhagens 
celulares foram realizados em fluxo laminar unidirecional após a ação de luz UV por 
15 minutos. Ambas as linhagens celulares (T98G e U-87MG) foram mantidas em 
estufa de CO2 a 5%, a temperatura de 37°C constantes, utilizando-se frascos de 
cultura de 175 cm2 de área de crescimento. O meio de cultura utilizado foi o 
Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM)2 2 g/L de glicose suplementado com 
10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico (estreptomicina e penicilina). As células 
foram divididas duas vezes por semana e o meio de cultivo trocado a cada dois dias. 
Para retirada de células mortas e inativação do soro fetal bovino utilizou-se solução 
de PBS (tampão fosfato salina) estéril; para desprendimento das células do frasco 
de cultura utilizou-se solução de Tripsina/EDTA e para inativação da tripsina foi 
utilizado o dobro de volume de meio DMEM 2 g/L suplementado com 10% de soro 
fetal bovino e 1% de antibiótico. O pellet contendo as células foi obtido através de 
centrifugação (500 g por 6 minutos) e ressuspendido no meio de reação apropriado 
para cada experimento. 
 
 
3.2- Material Humano 
 
Os tumores humanos de pacientes, submetidos à intervenção cirúrgica no 
Hospital das Clínicas da UNICAMP, foram transportados imersos em DMEM 
suplementado sem fenol com a adição de HEPES 20 mM e 2% de antibiótico sendo 
esse material acondicionado em gelo. O material foi cortado em fragmentos de 
aproximadamente 1 mm3 utilizando-se o equipamento McIlwain Tissue Chopper (39), 
na sequência o material foi pesado (admitindo-se para as análises um peso úmido 
de 30 a 80 mg de tecido) e utilizado para análise do consumo mitocondrial de 
oxigênio.  Este  procedimento  experimental  conta  com  aprovação  pelo  Comitê de 
2DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium): Meio de cultura utilizado para o cultivo celular (suplementado com 10% de 
soro fetal bovino e 1% de antibiótico- penicilina/estreptomicina) e para a realização de experimentos com células intactas (não 
suplementado, mas com adição de HEPES-Na+ 20 mM); comercializado pela VITROCELL COM. DE PROD. P/ LAB. LTDA. É 
constituído por sais minerais (CaCl2.H2O 265,00 mg/L, Fe(NO3)3.9H2O 0,10 mg/L, KCl 400,00 mg/L, MgSO4.7H2O 200,00 mg/L, 
NaCl 6.400,00 mg/L, NaH2PO.4H2O 125,00 mg/L e NaHCO3 33.700,0 mg/L), aminoácidos (L-arginina.HCl 84,00 mg/L, L-cistina 
62,57 mg/L, L-glutamina 584,00 mg/L, glicina 30,00 mg/L, L-histidina.HCl.H2O 42,00 mg/L, L-isoleucina 105,00 mg/L, L-leucina 
105,00 mg/L, L-lisina.HCl 146,00 mg/L, L-metionina 30,00 mg/L, L-fenilanina 66,00 mg/L, L-serina 42,00 mg/L, L-treonina 95,00 
mg/L, L-triptofano 16,00 mg/L, L-tirosina 104,20 mg/L e L-valina 94,00 mg/L), vitaminas (cloreto de colina 4,00 mg/L, 
pantotenato de cálcio 4,00 mg/L, ácido fólico 4,00 mg/L, inositol 7,20 mg/L, nicotinamida 4,00 mg/L, piridoxal.HCl 4,00 mg/L, 
riboflavina 0,40 mg/L e tiamina.HCl 4,00 mg/L) e outros componentes (glicose 2.000,00 mg/L, piruvato de sódio 110,00 mg/L e 
vermelho de fenol 15,00 mg/L). 
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Ética em Pesquisa da FCM-UNICAMP (protocolo nº 1164/2011). Em paralelo, para 
confirmação de diagnóstico, parte do material foi destinada para análise histológica, 
na qual o material foi fixado com paraformaldeído e impregnado com parafina para 
obtenção de cortes de 4 µm para análise histológica utilizando-se a coloração de 
hematoxilina e eosina (HE). 
 
 
3.3- Isolamento de Mitocôndrias 
 
As suspensões contendo uma mistura de mitocôndrias sinápticas e não- 
sinápticas de cérebro de rato, foram obtidas através do método de centrifugação 
diferencial com adição de digitonina para permeabilização da membrana de 
sinaptossomas (40,41). Os animais utilizados eram ratos machos da linhagem Wistar 
e foram fornecidos pelo biotério central da Universidade Estadual de Campinas 
(CEMIB – Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica). Os animais foram 
mantidos em gaiolas em sala climatizada a 22 ± 2°C, com ciclo 12 horas claro e 
escuro, tendo livre acesso a água e ração, conforme protocolo do LABNEX (Número 
do Protocolo Comitê de Ética: CEUA 2534-1). Mitocôndrias de cérebro de 
camundongo (C57BL/6/JUnib) foram obtidas da mesma maneira que as 
mitocôndrias de cérebro de rato. 
 
 
3.4- Medida do Consumo de Glicose e Produção de Lactato 
 
Ambas as linhagens celulares foram plaqueadas em placas de 24 poços 
com área de crescimento de 1,86 cm2 a uma densidade inicial de 7.500 células/cm2 
sendo mantidas em cultura por 4 dias. No terceiro dia as células foram incubadas em 
meio de cultura padrão sem vermelho de fenol na presença de oligomicina 1 µg/mL 
(OLIGO) ou de seu solvente - DMSO 0,01% (Controle). Após 18 horas de incubação 
uma alíquota de 200 µL do meio de cultura foi removida e armazenada para análise, 
as células foram desprendidas para contagem em câmara de Neubauer. 
As dosagens das concentrações de glicose e lactato foram realizadas 
utilizando-se kits de bioquímica clínica comercializados pela Quibasa Química 
Básica Ltda – Bioclin, conforme ilustrado na Figura 3, na qual a glicose reage com 
as enzimas glicose oxidase (GOD) e peroxidase (POD) com formação de composto 
colorido que absorve luz em comprimento de onda de 505 nm, enquanto que a 
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produção de lactato foi estimada através da reação do lactato com a enzima lactato 
desidrogenase com geração de piruvato e NADH, sendo a produção de NADH 
monitorada em comprimento de onda de 340 nm. 
Os valores de consumo de glicose foram obtidos através da subtração da 
concentração de glicose presente no DMEM, não incubado com as células, e da 
concentração existente nas alíquotas de DMEM removidas após incubação nas 
condições experimentais por 18 horas. Os valores da produção de lactato foram 
obtidos através da subtração da concentração de lactato encontrada nas alíquotas 
de DMEM removidas após a incubação por 18 horas nas condições experimentais e 
daquela encontrada no DMEM (sem prévia incubação com células). 
 
Figura 3. Princípio dos Métodos de Dosagem de Glicose e Lactato 
 
 
 
3.5- Consumo Mitocondrial de Oxigênio 
 
A determinação do consumo mitocondrial de oxigênio foi realizada em 
oxígrafo de alta resolução OROBOROS (OROBOROS Oxygraph-2k, Innsbruck, 
Austria), com câmara termostatizada a 37ºC, com volume de 2 mL e agitação 
constante (750 rpm). Para garantir a confiabilidade dos dados obtidos o  
equipamento era calibrado diariamente com o meio de reação a ser utilizado; a 
concentração de oxigênio molecular (O2) inicial foi considerada 200 nmol/mL a 37 ºC 
(42). 
Para os experimentos com células intactas utilizou-se DMEM (sem SFB) 
com HEPES-Na+ 20 mM como meio de reação, já para as amostras de tecido 
tumoral humano utilizou-se como meio de reação DMEM (sem SFB e vermelho de 
fenol) acrescido de albumina de soro bovino (BSA) 0,1% e do inibidor de 
peroxidação lipídica hidroxitolueno butilado (BHT) 5 µM. Tanto para células 
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permeabilizadas com o tenso-ativo digitonina (30 µM) como para mitocôndrias 
isoladas de cérebro de rato, utilizou-se meio de reação padrão para estudo da 
função respiratória mitocondrial contendo sacarose 125 mM; HEPES-K+ 10 mM; 
cloreto de magnésio (MgCl2) 1 mM; hidrogenofosfato de potássio (K2HPO4) 2 mM; 
cloreto de potássio (KCl) 65 mM e EGTA 1 mM. 
Para a determinação da p50 alguns ajustes na configuração do 
equipamento foram necessários, como por exemplo, a alteração do tempo de 
obtenção de dados de 2 segundos para 1 segundo, a determinação experimental da 
constante de tempo (3.99 s para cuba A e 3.97 s para cuba B) e da correção do sinal 
para o background de oxigênio (a= -1,4537; b= 0,0532 para cuba A e a= -1,7380; b= 
0,0693 para cuba B). 
 
 
3.6- Viabilidade Celular 
 
As linhagens celulares de glioma humano foram incubadas na presença 
do medicamento antineoplásico temozolomida, na presença e ausência do inibidor 
da ATP sintase oligomicina. A viabilidade celular foi estimada através de contagem 
por exclusão com azul de tripan 0,1% e pelo teste de MTT (Tetrazolium Microplate 
Assay). 
Ambas as linhagens foram cultivadas em placas de 24 poços com área de 
crescimento de 1,86 cm2 a uma densidade inicial de 10.000 células/cm2 sendo 
mantidas em cultura por 6 dias. O dia do plaqueamento foi considerado D-1 e após 
tratamento (D0) com as drogas a cada 24 horas passou-se a contar D1, D2, D3, D4 
e D5. Para evitar a depleção de substratos, uma troca de meio de cultura, com os 
respectivos tratamentos, foi realizada em D3. A viabilidade celular por ambos os 
métodos foi avaliada em três tempos de incubação distintos D1, D3 e D5. As 
soluções estoques das drogas foram diluídas em DMSO no caso da oligomicina 
(OLIGO) e no próprio meio de cultura no caso da TMZ. A solução de TMZ foi 
preparada sempre no dia do tratamento e/ou troca de meio. Os grupos avaliados 
foram: controle (DMSO 0,01%), OLIGO 1 µg/mL; TMZ 100 µM, TMZ 250 µM, OLIGO 
+ TMZ 100 µM e OLIGO + TMZ 250 µM no caso da linhagem celular T98G e 
controle (DMSO 0,01%), OLIGO 1 µg/mL, TMZ 50 µM, TMZ 100 µM, OLIGO + TMZ 
50 µM e OLIGO + TMZ 100 µM para U-87MG. 
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A viabilidade por MTT foi verificada através da diferença de densidade 
óptica da solução (formazan), utilizando-se leitor de microplacas Biotek, nos 
comprimentos de onda de 570 nm e 650 nm. Esta técnica colorimétrica baseia-se na 
redução do sal MTT a cristais de formazan pelas células viáveis (43). Para 
solubilização dos cristais de formazan foi utilizada solução de SDS (sodium dodecyl 
sulfate) ácido. Após retirada do meio de cultura, as células foram incubadas com  
250 µL de solução de MTT (1 mg/mL), diluído em DMEM sem fenol, por 1 hora e 30 
minutos, depois desse período foi adicionado 500 µL de SDS ácido e para a 
dissolução completa dos cristais de formazan foi aguardado um período de 24 horas. 
Concomitantemente ao teste de MTT, também foi realizada a contagem das células 
em câmara de Neubauer com azul de tripan 0,1%. 
 
 
3.7- Determinação do Coeficiente de Controle de Fluxo 
 
Os coeficientes de controle de fluxo (FCC’s) da ATP sintase, do 
translocador de nucleotídeos de adenina (ANT) e do transportador de fosfato (PiC), 
foram determinados através do método gráfico (44,45), considerando a regressão 
linear do slope inicial da curva e a inibição máxima obtida nas curvas de titulação de 
cada inibidor. As diferentes concentrações dos inibidores da ATP sintase 
(oligomicina), ANT (carboxiatractilosídeo) e PiC (mersalil) foram testadas em adições 
e traçados únicos com o intuito de evitar qualquer viés pelo tempo de exposição das 
células às diferentes concentrações dos inibidores. As curvas de titulação de cada 
inibidor foram plotadas como a porcentagem de inibição da respiração após a adição 
da droga em relação ao consumo de oxigênio basal (situação não inibida). 
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3.8- Determinação da Atividade da Citrato Sintase 
 
A atividade da citrato sintase foi determinada a 37°C por 
espectrofotometria baseada na liberação do íon mercaptídeo que absorve luz a 412 
nm, a partir da reação de acetil-CoA e 5,5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), 
conforme reação descrita na Figura 4 (46). O pellet das células foi ressuspendido 
em Tris-HCl 50 mM e tanto as amostras das linhagens quanto das mitocôndrias de 
cérebro de camundongo foram diluídas em tampão de homozeinização contendo 
Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM; triton 100X 0,1% a fim de se obter uma concentração 
de proteína de 0,5 mg/mL. O reagente de trabalho era composto de Tris-HCl 10 mM; 
acetil-CoA 50 µM; oxaloacetato 250 µM e DTNB 100 µM (47). Os cálculos foram 
realizados considerando o coeficiente de extinção milimolar do TNB 13,6 mM-1 × cm- 
1, a concentração final de proteína na reação (12,5 µg/mL), a correção do caminho 
ótico (0,617) e a velocidade máxima da reação. 
Figura 4. Princípio da reação da determinação da atividade da citrato sintase 
 
 
3.9- Determinação da Atividade da Transidrogenase de Nucleotídeos de 
Nicotinamida 
A atividade da transidrogenase de nucleotídeos de nicotinamida foi 
determinada também por espectrofotometria baseada na redução do APAD (3- 
acetylpyridine adenine dinucleotide), análogo de NAD+, em tampão contendo Tris- 
HCl 50 mM e Brij 0,1% (pH=8,0 a 37°C) com adição de rotenona 2 µM, APAD 300 
µg/mL, lisolecitina 300 µg/mL e NADPH 300 µM. As medidas foram realizadas em 
cubetas de acrílico de 1 mL, em espectrofotômetro (UV- 01800 SHIMADZU) nas 
absorbâncias de 375 nm e 425 nm. Os cálculos foram realizados considerando a 
diferença das absorbâncias nos comprimentos de onda utilizados (375 – 425 nm) e o 
coeficiente de extinção milimolar do APAD 5,1 mM-1 × cm-1 (38,48,49). 
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3.10- Análise Estatística 
 
As análises estatísticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 5 
utilizando-se o teste One-Way ANOVA, seguido do post hoc de Bonferroni, 
considerando-se valores significativos de P˂0,05. 
31 
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4.1- Capítulo I 
 
 
 
Evaluation of Mitochondrial Respiratory Function in Highly Glycolytic Glioma Cells 
Reveals Low ADP Phosphorylation in Relation to Oxidative Capacity* 
 
 
 
 
 
Erika Rodrigues-Silva1, Edilene S. Siqueira-Santos1, Juliana S. Ruas1, Raffaela S. 
Ignarro2, Tiago R. Figueira1, Fábio Rogério2 and Roger F. Castilho1. 
 
 
 
(Manuscrito aceito para publicação no Journal of Neuro-oncology) 
 
*A análise histológica dos GBMs humanos foi realizada pelo co-autor Dr. Fabio Rogerio. 
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4.2- Capítulo II 
Resultados Complementares 
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4.2.1- Protocolo de permeabilização da membrana plasmática de células T98G 
e U-87MG com digitonina 
Para o estudo da função mitocondrial com adição de ADP faz-se 
necessário a permeabilização da membrana plasmática com digitonina. Com o 
objetivo de encontrar a concentração que resultasse na melhor permeabilização da 
membrana celular, sem o comprometimento da função mitocondrial titulamos 
diferentes concentrações de digitonina (5 a 120 µM). A permeabilização celular foi 
avaliada pelo estímulo da respiração de células T98G e U-87MG incubadas na 
presença de ADP e substratos mitocondriais exógenos. 
A permeabilização da membrana plasmática com a adição de digitonina 
permite o acesso do ADP às mitocôndrias resultando em estímulo da respiração 
mitocondrial conforme apresentado na Figura 5. A partir da análise dos resultados 
obtidos, estabeleceu-se que a concentração de 30 µM se encontra dentro de uma 
faixa segura na qual a quantidade de digitonina é suficiente para permeabilizar as 
células, obtendo-se máximo estímulo da respiração com ADP. Em virtude disso, 
essa concentração foi adotada nos experimentos envolvendo células 
permeabilizadas. Concentrações altas de digitonina (>50 µM) inibiram parcialmente 
a respiração mitocondrial, provavelmente por permeabilizarem a membrana 
mitocondrial externa (73) e promoverem a perda de citocromo c, um componente da 
cadeia respiratória. 
Este protocolo de permeabilização da membrana plasmática com digitonina 
foi essencial para a realização de experimentos que permitissem acesso direto não 
só de ADP, mas também de substratos exógenos às mitocôndrias. 
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Figura 5. Efeito da permeabilização da membrana plasmática com digitonina 
no consumo mitocondrial de oxigênio em células T98G e U-87MG. Ambas as 
células foram ressuspendidas em DMEM 2 g/L de glicose, não suplementado com 
soro fetal bovino, mas contendo HEPES-K+ 20 mM e mantidas a 22°C. Um volume 
de 125 µL da suspensão de células (4×106 células/mL) foi adicionado ao meio 
reacional (volume final: 1,4 mL) contendo sacarose 125 mM, MgCl2 1 mM, KCl 65 
mM, K2HPO4 2 mM, HEPES-K+ (pH 7,2) 10 mM, EGTA 1 mM e 5 mM de cada um 
dos substratos respiratórios malato, glutamato, -cetoglutarato e piruvato. Digitonina 
também esteve presente no meio reacional nas concentrações indicadas. 
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4.2.2- Determinação da constante de Michaelis-Mental para o ADP em células 
T98G e U-87MG permeabilizadas 
Para verificarmos se a concentração de ADP utilizada nos experimentos 
(ver Capítulo I) seria realmente capaz de estimular a OXPHOS em sua capacidade 
máxima, determinamos a constante de Michaelis-Mentel (Km) para o ADP em células 
T98G e U-87MG e em mitocôndrias isoladas de cérebro de rato. Como mostrado na 
Figura 6, os valores encontrados de Km para o ADP foram de 9,1 µM e 15,8 µM para 
T98G e U-87MG, respectivamente. Mitocôndrias isoladas de cérebro de rato 
apresentaram Km para o ADP de 21,9 µM. 
Estes valores de Km indicam que mitocôndrias de células T98G e U-87MG 
apresentam alta afinidade pelo ADP, assim a adição de ADP exógeno pode ser 
utilizada para estudo da OXPHOS em células permeabilizadas. Portanto estes 
valores de Km validam resultados apresentados no Capítulo I, já que a 
concentração de ADP (500 µM) utilizada para avaliar a capacidade máxima da 
OXPHOS foi superior em mais de 30 vezes ao Km (74). 
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Figura 6. Determinação da constante de Michaelis e Mentel do ADP em células 
de glioma humano permeabilizadas. Ao meio reacional (pH 7,2) contendo 
sacarose 125 mM, MgCl2 1 mM, KCl 65 mM, K2HPO4 2 mM, HEPES-K+ 10 mM  
foram adicionados: T98G (2×106 células/mL) ou U-87MG (4×106 células/mL), EGTA 
1 mM e 5 mM de cada um dos substratos respiratórios malato, glutamato, α- 
cetoglutarato e piruvato. ADP foi adicionado após 6 minutos ao meio de reacional 
para se obter as concentrações finais de 25, 50, 100, 200, 500 e 1000 µM. 
 
 
 
 
 
Cell / Mito Km (µM) 
T98G 9.1 4.2 
U-87MG 15.8 3.4 
Brain Mitochondria 21.5 3.2 
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4.2.3- Avaliação do efeito do inibidor do poro de transição de permeabilidade 
mitocondrial ciclosporina A no consumo de oxigênio de células intactas 
O poro de transição de permeabilidade mitocondrial já fora associado 
como fator contribuinte ao efeito Warburg em células de osteossarcoma (30). Assim, 
avaliamos se a transição de permeabilidade mitocondrial estaria contribuindo 
diretamente para a ocorrência do efeito Warburg nas células de glioma humano. 
A presença de ciclosporina A (CsA), um potente inibidor do poro de 
transição de permeabilidade (75), não teve efeito significativo no consumo 
mitocondrial de oxigênio (Figura 7), sugerindo que a disfunção mitocondrial pela 
abertura do poro de transição de permeabilidade não é um fator determinante para a 
observação do efeito Warburg em células T98G e U-87MG. Em caso de ocorrência 
de transição de permeabilidade esperaríamos observar um estímulo da respiração 
nos estados basal e na presença de oligomicina, devido a uma permeabilização 
inespecífica da membrana mitocondrial interna a íons H+. 
As adições de CsA foram realizadas de forma pontual e por um curto 
período de tempo, pois durante algumas tentativas de verificar o efeito da inibição da 
transição de permeabilidade mitocondrial na proliferação e viabilidade celular, 
verificou-se que a CsA exercia efeito tóxico às células em cultura, principalmente às 
células U-87MG que apresentaram a formação de vesículas intracelulares. Esta 
observação está de acordo com trabalhos já publicados que associam essa 
toxicidade a mecanismos de morte celular não-apoptóticos (76,77). 
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Figura 7. Efeito do inibidor do poro de transição mitocondrial ciclosporina A no 
consumo mitocondrial de oxigênio. Ao meio DMEM contendo HEPES-Na+ 20 mM 
foram adicionados: T98G (2×106 células/mL) ou U-87MG (4×106células/mL). Adições 
independentes de oligomicina 1 µg/mL e FCCP 400 nM foram realizadas após 10 
minutos do início do traçado. Os experimentos foram conduzidos na presença e 
ausência (controle) de ciclosporina (CsA) 1 µM. As barras representam a média ± 
SEM. 
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4.2.4- Consumo de oxigênio por células T98G e U-87MG intactas na presença 
dos substratos glicose, piruvato e/ou glutamina 
 
Considerando os três possíveis substratos respiratórios (glicose, piruvato 
e glutamina) presentes no meio de cultivo celular (DMEM) utilizado, verificamos o 
consumo de oxigênio basal e o estimulado por FCCP de células T98G e U-87MG, na 
presença e ausência de cada um dos substratos e com todos presentes 
simultaneamente (Figura 8). 
A presença exclusiva da glicose como substrato acarretou em diminuição 
nos valores basais de consumo de oxigênio, quando comparados com aqueles 
obtidos em DMEM contendo glicose, piruvato e glutamina. Somente glicose não foi 
capaz de suportar a respiração estimulada por FCCP. Já o piruvato foi capaz de 
manter níveis basais de consumo de oxigênio semelhantes àqueles com todos os 
substratos, mas ainda não foi capaz de suportar uma respiração estimulada. A 
presença de glutamina, por sua vez, levou a um aumento do consumo de oxigênio 
basal superior aos obtidos com todos os substratos, enquanto que a respiração 
estimulada por FCCP foi semelhante (T98G) ou um pouco superior (U-87MG) àquela 
obtida na presença de todos os substratos. 
Os valores de consumo de oxigênio basal na presença de todos os 
substratos foram menores que os obtidos com glutamina, provavelmente porque a 
presença de glicose estimula a via glicolítica e dessa forma produz-se grandes 
quantidades de ATP o que leva a uma diminuição no consumo de oxigênio 
mitocondrial no estado basal. A eficiência da glutamina em estimular o consumo 
mitocondrial de oxigênio se deve ao fato da mesma ser convertida à glutamato que 
pode ser convertido à alfa-cetoglutarato, abastecendo assim o ciclo do ácido cítrico. 
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Figura 8. Consumo de oxigênio em células intactas incubadas em meio de 
cultivo contendo diferentes substratos: Glicose, piruvato e/ou glutamina. 
Painéis A-D: Traçados representativos do consumo de oxigênio da linhagem T98G. 
As células foram incubadas (1.5×106/mL) em DMEM com HEPES-Na+ 20 mM na 
presença ou ausência dos substratos metabólicos glicose (2 g/L), piruvato (1.25 mM) 
e/ou glutamina (4 mM). Como indicado, o consumo de oxigênio foi determinado em 
células incubadas em DMEM contendo somente glicose (Painel A), piruvato (Painel 
B) ou glutamina (Panel C), enquanto os traçados do Painel D mostram os 
resultados de células incubadas na ausência (No Substr.) ou presença (All Substr.) 
de todos os substratos. Adições sequenciais de FCCP (100 nM cada) foram 
realizadas conforme indicado pelas setas. Painéis E e F: Valores do consumo de 
oxigênio basal e o estimulado por FCCP em linhagens de glioma humano na 
presença de diferentes substratos do cultivo celular. 
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4.2.4- Estimativa da contribuição da glicólise e da OXPHOS na regeneração de 
ATP baseada em dados da liberação de lactato e da TCO 
Os dados de consumo de glicose e de liberação de lactato apresentados 
no Capítulo I (em mg/dL) foram normalizados para serem apresentados na mesma 
unidade utilizada para as TCO’s (pmol/s/106cells). A partir dos dados de liberação de 
lactato e da TCO foi possível estimar o ATP regenerado pela glicólise e OXPHOS. 
Obtivemos os dados apresentados na Figura 9- Painéis B e C, considerando que 
através da glicólise seriam regeneradas duas moléculas de ATP (um ATP por lactato 
liberado) e que através da OXPHOS seriam regeneradas 5 moléculas de ATP por 
oxigênio molecular consumido (fração da TCO sensível a oligomicina), baseado na 
razão ADP/O de 2,5 para ambas as linhagens celulares. 
Para normalização dos dados mencionados acima foi necessário à 
determinação do tempo que cada linhagem leva para duplicar sua população 
(doubling time). A linhagem T98G apresentou tempo de duplicação de 21 horas e a 
U-87MG de 24 horas. Através do cálculo da área sob a curva de crescimento, 
dividido pelo tempo de incubação obteve-se a média do número de células presente 
nas 18 horas finais do experimento (tempo de incubação), valor este utilizado para 
normalizar o consumo de glicose e a liberação de lactato. 
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Figura 9. Estimativa da contribuição da glicólise e da OXPHOS na regeneração 
de ATP baseado em dados da liberação de lactato e da TCO. Painel A: Dados de 
consumo de glicose e liberação de lactato normalizados pela média do número de 
células presentes no período de incubação (18 horas) utilizado. Painel B: Estimativa 
da regeneração de ATP, baseada na taxa de liberação de lactato (LRR). Painel C: 
Dados comparativos das estimativas de regeneração de ATP através da glicólise 
(baseado na quantidade de ATP por lactato formado) ou da OXPHOS (baseado na 
quantidade de ATP por oxigênio consumido- TCO sensível a oligomicina). 
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4.2.6- Atividade de transidrogenase de nucleotídeos de nicotinamida e citrato 
sintase em células T98G e U-87MG 
Em relação à atividade da transidrogenase de nucleotídeos de 
nicotinamida (NNT), as células T98G apresentaram atividade superior em duas 
vezes àquela obtida em mitocôndrias de cérebro de camundongos, enquanto que 
células U-87MG apresentaram valores quase quatro vezes menores (T98G: 33,0 ± 
7,5 mU/mg; U-87MG: 3,7 ± 1,2 mU/mg; mitocôndrias de cérebro de camundongo: 
14,3 ± 1,3 mU/mg) (Figura 10- Painel A). Os valores obtidos para atividade de 
citrato sintase (CS) em ambas as linhagens de células de glioma humano foram 
cerca de quatro vezes menores àquelas encontrados para mitocôndrias isoladas de 
cérebro de camundongo (Figura 10- Painel B). Uma reduzida atividade da citrato 
sintase em glioma está de acordo com o encontrado em outros trabalhos (78). 
Ao normalizarmos a atividade de NTT pela atividade de citrato sintase 
(Figura 10- Painel C), enzima comumente utilizada para normalização funcional da 
massa mitocondrial (79), obtivemos que células U-87MG e mitocôndrias isoladas de 
cérebro de camundongo apresentaram valores semelhantes, enquanto que células 
T98G apresentaram valores quase dez vezes superiores (T98G: 0,53 ± 0,13; U- 
87MG: 0,06 ± 0,02; mitocôndrias de cérebro de camundongo: 0,06 ± 0,01). 
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Figura 10. Atividade de transidrogenase de nucleotídeos de nicotinamida (NNT) 
e de citrato sintase (CS) em células de glioma humano. Ambas as células foram 
ressuspendidas em tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0. As barras representam a média 
± SEM. Painel A: Para as células utilizou-se 100 µg/mL de proteína e para 
mitocôndrias isoladas de cérebro de camundongo 200 µg/mL. As amostras foram 
pré-incubadas por cerca de 5 minutos e a reação iniciada com a adição de NADPH 
300 µM. Painel B: Para a reação foi utilizada uma concentração final de proteína de 
12,5 µg/mL, sendo a mesma monitorada por 20 minutos em espectrofotômetro. 
Painel C: Valores da normalização da atividade da NNT por CS (razão NNT/CS). As 
determinações de atividade de NNT e CS em mitocôndrias de cérebro de 
camundongo foram realizadas pela doutoranda Annelise Francisco. 
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4.2.7- Avaliação do efeito da inibição da OXPHOS na citotoxicidade promovida 
pela TMZ em células T98G e U-87MG 
 
As linhagens celulares T98G e U-87MG foram incubadas na presença do 
medicamento antineoplásico temozolomida (TMZ), na presença e ausência do 
inibidor da ATP sintase oligomicina, com o intuito de verificar se a inibição da 
OXPHOS poderia alterar a sensibilidade destas linhagens celulares à TMZ (Figuras 
11 e 12). 
Uma variação significativa na determinação da viabilidade celular foi 
encontrada de acordo com o método utilizado: MTT ou exclusão de azul de tripan. 
Como a contagem de células com azul de tripan (0,1%) se baseia na capacidade da 
membrana plasmática de impedir a penetração do corante quanto íntegra, a menor 
viabilidade celular verificada neste método pode estar relacionada com uma maior 
sensibilidade e menor especificidade desta técnica, já que alterações da 
permeabilidade seletiva da membrana plasmática acarretariam numa marcação com 
o corante, mesmo que a morte celular ainda não tenha ocorrido (80). Portanto as 
diferenças na viabilidade celular encontradas de acordo com o método estão 
relacionadas a fatores intrínsecos de cada método que envolvem princípio, 
sensibilidade e especificidade. De forma geral a linhagem celular T98G é tida como 
mais resistente ao tratamento com TMZ (81–83), em virtude disso concentrações 
maiores deste composto foram utilizadas para esta linhagem celular. 
 
A linhagem celular T98G, como já era esperado, se mostrou resistente à 
incubação com TMZ mesmo em concentrações mais altas (250 µM), no entanto foi 
verificado um pequeno efeito sinérgico na associação das drogas oligomicina e TMZ, 
estaticamente significativo somente considerando-se os dados de contagem (Figura 
11- Painel B). 
Já a linhagem celular U-87MG foi bastante sensível à TMZ, contudo a 
presença de oligomicina não resultou em efeitos sinérgicos à resposta a TMZ na 
redução de viabilidade celular (Figura 12). De forma geral estes resultados indicam 
que a inibição da OXPHOS aparentemente só é capaz de potencializar a toxicidade 
de TMZ em células resistentes a esse medicamento (T98G). 
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Figure 11. Efeito da inibição da OXPHOS na citotoxicidade promovida pela 
temozolomida (TMZ) em células T98G em cultura. As células foram plaqueadas a 
densidade inicial de 10.000 céls/cm2 em placas de 24 poços, na presença de DMSO 
(0,01%), oligomicina (Oligo) 1 µg/mL, TMZ 100 µM, TMZ 250 µM, Oligo + TMZ 100 
µM e Oligo + TMZ 250 µM, sendo a viabilidade celular avaliada em três tempos 
distintos D1, D3 e D5. Painel A: Densidade óptica do produto da reação de MTT 
(formazan). Painel B: Contagem das células viáveis com azul de tripan 0,1%. 
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Figure 12. Efeito da inibição da OXPHOS na citotoxicidade promovida pela 
temozolomida (TMZ) em células U-87MG em cultura. As células foram 
plaqueadas a densidade inicial de 10.000 céls/cm2 em placas de 24 poços, na 
presença de DMSO (0,01%), oligomicina (OLIGO) 1 µg/mL, TMZ 50 µM, TMZ 100 
µM, OLIGO + TMZ 50 µM e OLIGO + TMZ 100 µM, sendo a viabilidade celular 
avaliada em três tempos distintos D1, D3 e D5. Painel A: Densidade óptica do 
produto da reação de MTT (formazan). Painel B: Contagem das células viáveis com 
azul de tripan 0,1%. 
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5- DISCUSSÃO GERAL 
 
 
Os resultados apresentados nesta Dissertação demonstram que mesmo 
mediante metabolismo predominantemente glicolítico (efeito Warburg), característica 
marcante dos gliomas (Fig. 1 do Capítulo I), diversos parâmetros bioenergéticos de 
mitocôndrias de linhagens celulares de glioma humano (T98G e U-87MG) e de 
amostras de GBM de pacientes não estão alterados. Em ambas as linhagens 
celulares utilizadas foi verificado um elevado acoplamento entre a taxa do consumo 
de oxigênio (TCO) e a fosforilação do ADP. Estas células também apresentaram alta 
afinidade pelo oxigênio (p50) (Fig. 1 e Fig. 2 do Capítulo I). Estes resultados indicam 
a existência de mitocôndrias capazes de responder a estímulos e consumir oxigênio 
não só nas células T98G e U-87MG, mas também em amostras de GBM humano 
(Fig. 5 do Capítulo I). 
Resultados da TCO obtidos na presença e ausência de ciclosporina A (CsA) 
(Figura 7 do Capítulo II) descartaram a ocorrência de disfunção mitocondrial por 
transição de permeabilidade em células T98G e U-87MG. Esta observação indica 
que a abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial não é um fator 
crucial na preferência pela glicólise como via principal na regeneração de ATP em 
detrimento da fosforilação oxidativa (OXPHOS), como tinha sido proposto em 
trabalho anterior com células de osteossarcomas (30). Além do mais, a 
disponibilidade e utilização de substratos (Fig. 1 do Capítulo I e Figura 8 do 
Capítulo II) também se encontraram preservadas em células de glioma, sendo que a 
glutamina se mostrou o substrato mais eficiente para suportar a respiração 
mitocondrial estimulada pelo protonóforo FCCP. 
Embora vários dos parâmetros bioenergéticos avaliados em células U-87MG 
e T98G não tenham apresentado prejuízos significativos, experimentos evidenciaram 
uma importante restrição da capacidade máxima da OXPHOS em relação ao ETS 
nestas células (Fig. 2c do Capítulo I). Enquanto a razão OXPHOS/ETS em células 
de glioma se mostrou ao redor de 0,5, o mesmo índice esteve próximo a 0,85 em 
mitocôndrias isoladas de cérebro de ratos adultos. Analises de coeficiente de 
controle de fluxo (Fig. 3 do Capítulo I) revelaram que a ATP sintase e o translocador 
de nucleotídeos de adenina (ANT) exercem maior controle sobre a OXPHOS nas 
células de glioma, sugerindo que a restrição da OXPHOS está relacionada a uma 
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menor capacidade de reserva destes componentes mitocondriais, mas não a do 
transportador de fosfato (PiC). 
A limitação relativa da OXPHOS se manteve mesmo quando as células foram 
cultivadas em ambiente com concentração de glicose quatro vezes menor que o 
padrão, i.e. 50 mg/dL versus 200 mg/dL (Fig. 4 do Capítulo I). Na presença da 
concentração mais baixa de glicose não observamos alteração importante do 
consumo deste substrato, indicando uma alta capacidade dessas células em captar 
e consumir glicose. Isso suporta a proposta da existência de uma via glicolítica 
“supereficiente”, capaz de suprir as demandas energéticas de tecidos em rápida 
proliferação (9,10,26,31), como é o caso dos glioblastoma multiformes. 
A existência de mitocôndrias funcionais relatada no presente trabalho em 
células de glioma e em outros estudos em diferentes tipos de tumores (24,56– 
58,84), contraria a hipótese inicial de Otto Warburg sobre a ocorrência do fenômeno 
por ele observado ter ligação direta com danos no processo de respiração celular. 
No entanto outras alterações mitocondriais podem ter um papel importante no perfil 
glicolítico apresentado por células tumorais. Estudos mais recentes como o de 
Gaude e Fezza (2016) (72), apontam que a diminuição da expressão de genes 
associados à OXPHOS tem relação com desenvolvimento e agressividade de 
diferentes tipos de tumores, inclusive de GBMs. Portanto, a limitação encontrada na 
OXPHOS pode ser uma das diversas adaptações metabólicas que fazem parte da 
fisiopatologia dos glioblastomas multiformes. 
 
A utilização de oligomicina, um inibidor da OXPHOS, teve efeito interessante 
na citotoxicidade promovida pelo quimioterápico temozolomida (TMZ) (Figuras 11 e 
12 do Capítulo II). Na linhagem tida como resistente a esse medicamento (T98G) 
(81,83) houve um efeito citotóxico sinérgico quando foram associadas as drogas 
oligomicina e TMZ, já na linhagem U-87MG tida como sensível à TMZ esse efeito 
sinérgico não foi observado. A linhagem T98G se mostrou menos glicolítica que a 
linhagem U-87MG (Figura 9 do Capítulo II) e apresentou valores normalizados da 
atividade da transidrogenase de nucleotídeos de nicotinamida (NNT) mais altos 
(Figura 10- Painel C do Capítulo II), sugerindo uma dependência maior da 
mitocôndria nessa linhagem, principalmente em relação ao potencial de membrana 
mitocondrial. Essa maior dependência da mitocôndria, na linhagem celular T98G 
pode explicar o efeito sinérgico encontrado na citotoxicidade com a associação de 
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um inibidor da OXPHOS e do alquilante de DNA TMZ na viabilidade celular. A 
oligomicina inibe todas as funções da ATP sintase inclusive a de hidrólise de ATP 
que também é capaz de gerar potencial de membrana mitocondrial, processo que é 
bastante eficiente nas células de glioma humano [Dados não mostrados e (85)]. 
Em suma, os resultados apresentados nesta Dissertação fornecem dados 
importantes sobre a função respiratória mitocondrial de linhagens de células de 
glioma (T98G e U-87MG), bem como de material de GBM humano, demonstrando 
que o metabolismo de substratos e o ETS encontram-se preservados, embora exista 
uma limitação relativa da capacidade da OXPHOS, relacionado à baixa reserva de 
atividade da ATP sintase e do ANT. 
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6- CONCLUSÕES 
 
Os resultados obtidos nos permitem concluir que: 
 
 
• Ambas as linhagens celulares T98G e U-87MG apresentam acentuado efeito 
Warburg nas condições de cultivo celular utilizadas.
 
• A membrana mitocondrial se encontra integra e o poro de transição de 
permeabilidade mitocondrial parece não contribuir diretamente para a ocorrência 
do efeito Warburg nessas células.
 
• Não existem deficiências quanto ao aproveitamento da força eletromotriz no 
direcionamento da ressíntese de ATP pela ATP sintase.
 
• Ambas as linhagens celulares de glioma apresentam grande afinidade pelo 
oxigênio (p50).
 
• Existe uma limitação relativa da capacidade máxima da fosforilação oxidativa 
(OXPHOS).
 
• A restrição da OXPHOS está relacionada a uma baixa capacidade de reserva da 
ATP sintase e ANT, mas não do PiC.
 
• A célula T98G possui maior atividade de NNT, sugerindo maior dependência do 
potencial de membrana mitocondrial nessa linhagem celular.
 
• O inibidor da OXPHOS oligomicina potencializou o efeito citotóxico do 
quimioterápico temozolomida em células T98G.
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